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I I N T R O D U C K O 

o carrapato Boophilus micronlus é um ácaro hematófago 

que parasita principalmente o gaõo bovino. Seu ciclo de vi

da é simples. Passa através dos estágios de larva, ninfa e 

adulto sobre o mesmo hospedeiro, alimentando-se do sangue 

bovino em cada estágio. A vida parasitária transcorre em 

três semanas. Após este período a fêmea inaurgitada cai ao 

solo, e depois õe 2 - 3 dias inicia a postura, que se pro

longa por 10 - 15 dias. Ao final da oviposição a fêmea mor

re (GONZALES, 1975). 

Os ovários de fêmeas recém caídas são pequenos e os 

oócitos presentes imaturos. Sua maturação ocorre durante a 

nré-oviposição, período aue se caracteriza por um rápido au

mento do ovário (CHERRY, 1973). 

Na oogênese dos ácaros, assim como na dos insetos, a 

fase de acelerado crescimento do oócito, com sua completa 

maturação, corresponde à vitelogênese {DIF.HL, 197Q; WYATT e 
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PAN, 1978; ENGill.HANN, 1980). Este período envolve um acúmu-

lo de glicÍdios, lipÍdios e proteínas de reserva, cuja fun-

ção será suprir as necessidades metabÓlicas do embrião em 

desenvolvimento (CHIPPENDALE, 1978). 

Durante a vitelogênese ocorrem modificações no núcleo 

e no citoplasma das células responsáveis pela síntese das 

substâncias de reserva. Há um aumento na quantidade de DNA-

-nuclear, de ribossomas no retículo endoplasmático rugoso, 

e das vesículas de Golgi, demonstrando uma importante ativi-

dade biossintética nesta etapa da oogênese (í'1YATT, 1980). 

Entre as moléculas sintetizadas nesta fase, destacam-se as 

vitelogeninas que -sao os precursores das vitelinas, as 

quais constituirão a reserva proteica do ovo em desenvolvi-

mento (PANe colaboradores, 1969). 

TELFER (1954} encontrou na hemolinfa de fêmea de Hyalo

phora cecropia (bicho da seda), uma proteína com identidade 

imunológica à proteína predominante do ovo. Concluiu que a 

proteína do ovo tem origem extra-ovariana, sendo captada 

pelo oócito em desenvolvimento. Resultados idênticos foram 

obtidos em outras espécies de insetos de diferentes ordens 

(HYATI' e PAN, 1978). 

A síntese de vitelogenina fora do ovário foi demonstra-

da na barata Periplaneta americana, através de cultura "in 

vitro" dos corpos gordurosos com leucina marcada. A vitelo-

genina radioativa liberada foi identificada por imunopreci-
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pitação (PAN e colaboradores, 1969). A identificacão do cor

no gorduroso corno órgão de síntese de viteloaenina foi rea

lizada, posteriormente, também em outras esnécies de inse

tos (ENGELMANN, 1980}. Especula-se 0ue na Drosonhila rnelano

gaster a vitelogenina seja produzida tanto no corpo qorduro

so corno no ovário (BOWNES e l-IAMES, 197R; :srn·JNES, 1979}. 

Em ácaros foi verificado que as nroteinas de reserva 

do ovo podem ter duas origens: uma endÓgena, sintetizada pe

lo PrÓprio oócito em desenvolvimento e outra exóryena, sinte

tizada no intestino (DIEHIJ, 1970; ,TENNI, 1971). 

As vitelogeninas de oriaern extra-ovariana sao secreta

das na hemolinfa e posteriormente incornoradas de modo sele

tivo nelo oócito (ROTH e PORTER, 1964; KUNKEL e PAN, 1976). 

ApÓs a incorporacão, independente do processamento a que sao 

submetidas, estas proteínas sao em aeral denominadas de vi

telinas (GELLISSEN e colaboradores, 1976; KUNKEI .. e colabora

dores , 19 8 O } • 

Nos insetos, a biossintese e a incorporacão ao oócito 

das reservas utilizáveis na emhriogênese são freqfienternente 

estimuladas por eventos esnecÍficos, como ingestão de ali

mentos, acasalamento e mudancas no fotoneriodo (ENGELMANN, 

1980}. Na maioria das esnécies estuda0as, este estimulo é 

mediado endocrinamente nela "cornora allata". NIGGLESÍI'70RTH 

(19.36} demonstrou pioneiramente a narticinacão da "corpora 

allata" na vitelogênese, trabalhando com Rhodnius nrolixus. 
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ENGELMANN (1969) comprovou a estimulação hormonal da sínte

se de vitelogenina. Verificou que a injeção de hormônio ju

venil (secretado pela "corpora allata") e:r1 fêmeas imaturas 

de Leucophaea maderae causa a síntese de uma proteína vite

logênica da hemolinfa, a qual pode ser precipitada por anti

-soro contra proteínas da hemolinfa da fêmea. ENGELMANN 

(1971) demonstrou que a síntese induzida pelo hormônio juve-

nil podia ser inibida por Actinomicina D. 

O hormônio juvenil regula também a incorporação da vi

telogenina pelo oócito. DAVEY e HUBNER (1974) demonstraram 

que o epitélio folicular de Rhodnius prolixus incubado "in 

vitro" com hormônio juvenil apresenta um aumento dos espa

ços inter-celulares. Verificaram que esta modificação indu

zida pelo hormônio juvenil não é sensível a inibidores da 

síntese de RNA (Actinomicina D) e de proteínas (puromicina), 

sendo contudo inibida por colchicina e citocalasina B, ini

bidores da formação de microtúbulos e de microfilamentos, 

respectivamente. Isto permite deduzir que as vitelogeninas 

penetram nos espaços entre as células foliculares, alcançan

do a superfície do oócito onde sofrem pinocitose. 

A ecdisona, esteróide liberado pelas glândulas pró-to

ráxicas dos insetos, também influencia a vitelogênese. In

duz a síntese de vitelogenina no Aedis aegypti (SPIELMANN e 

colaboradores, 1971) e Drosophila melanogaster (HANDLER e 

POSTLETHHAIT,l978),inibe a sua síntese na Leucophacea ~ 

derae (ENGELMANN, 1971) e diminue o período de vitelogênese 
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no Rhodnius prolixus (Gl\.RC Ll\ e colaboradores, 19 79) . 

As informações sobre o controle endócrino no desenvol

vimento de ácaros são ainda restritas a poucas publicações. 

f,lc DANIEL e OLIVER (1978) trataram ninfas e fêmeas alimenta

das do carrapato Dermacentor variabilis con dois análogos 

do hormônio juvenil e 6- ecdisona. Observaran que este tra

tamento diminue a percentagem das ninfas cuja ecdise trans

corre com sucesso, e que estes compostos interferem na em

briogênese, pois 64% dos ovos eliminados pelas fêmeas trata

das não eclodiram. POUUD e OLIVE~ (1979) observaran que o 

hormônio juvenil, desfaz o bloqueio do desenvolvinento do 

oócito causado pela aplicação tÓpica nas fêmeas da anti

-alactropina precocene II, indicando a importância do hormô

nio juvenil na reprodução do carrapato Ornithodorus parke

ri. No Boophilus microplus foi denonstrado que o rápido 

crescimento ovariano que caracteriza o período de pré-ovipo

sição é dependente da presença de hormônio juvenil como 

acontece com as outras espécies de carrapatos estudadas (GU

MA e DE~VES, em preparação). 

As vitelogeninas e vitelinas dos insetos já analisa

das, foram caracterizadas como glico-lipo-proteínas com 1 a 

14% de glicÍdios e 6 a 12% de lipÍdios. Glicosamina e mano

se são os principais componentes glicídicos detectados (DEJ

MAL e BROOKES, 1972; CHEN e. colaboradores, 1978; KUNKEL e 

colaboradores, 1978 e 1980). Na vitelina da Locusta migrato

ria, o oligossacarldio que contem manose está ligado a um 
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resíduo de asparagina (YM1AZAKY, 1974). Na parte lipÍdica 

foram encontrados 

quantidade (CHINO 

fosfolipÍdios e diacil-gliceróis em maior 

e colaboradores, 1976; HUNDALL e LA't'l, 

1979; CHINZEI e colaboradores, 1981). 

Os glicÍdios podem ser estocados corno grupo prostético 

das proteínas vitelogênicas. YAHAZAKY (1974) demonstrou que 

uma glicoproteina se constitui na principal reserva glicídi

ca e proteica do ovo da Locusta rnigratoria. Por outro lado, 

glicogênio pode ser sintetizado no ooplasrna no final da vi

telogênese, corno foi observado em Appis rnellifera e Husca 

domestica (CHIPPENDALE, 1978). 

As vitelogeninas dos insetos contém também urna pequena 

quantidade de fósforo não lipÍdico, não tendo sido encontra

das proteínas altamente fosforiladas corno a fosfovitina das 

aves e anfÍbios (ENGELHANN e FRIEDEL, 1974; GELLISSEN e co

laboradores, 1976; CHEN e colaboradores, 1978; HILEY e WAL

LACE, 1981) • 

Estas proteínas são constituídas de diferentes subuni

dades e sua massa molecular varia entre 225 a 550.000 

(lvYA TT, 19 8 O) • 

Em parasitas hematófagos as vitelinas sao freqfientemen

te hemeproteinas. Especula-se que o grupo heme armazenado 

durante a vitelogênese possa ser utilizado na fase embrioná

ria para síntese dos sistemas de citocromos e outras heme-
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-enzimas. SupÕe-se que estes parasitas perderam ao longo da 

evolução a capacidade de sintetizar o grupamento heme, tor

nando-se dependentes de fontes exógenas deste grupo (O'HA

GAN, 1974). 

A presença de hemeproteinas em ácaros hematófagos foi 

verificada pela primeira vez por ~\TIGGLESWORTH (1943), estu

dando espectrofotometricamente a hemolinfa de fêmeas em avi

posição e os ovos das espécies Ornithodorus moubata e Ixo

des ricinus. 

BRU1NER (19 59), trabalhando com extrato aquoso, demons

trou que a coloração dos ovos de Boophilus microplus é. devi

do a uma hemeproteina. Identificou a protoporfirina IX como 

o grupo protético da proteína existente em altas concentra

çoes no ovo, a que chamou de "hemixodovina". 

TATCHELL (1971) verificou a existência de hemeglicopro

teinas na hemolinfa e nos ovos do Boophilus microplus, uti

lizando eletroforese em gel de poliacrilamida. Demonstrou 

que pelo menos uma das hemeproteinas encontradas na hemolin

fa da fêmea ovipositora é incorporada pelo oócito em desen

volvimento. 

Na espécie Ornithodorus moubata DIEHL (1969) encontrou 

que duas hemeproteinas da fração solúvel de ovos, correspon

dem em eletroforese em gel de poliacrilamida a duas bandas 

de proteínas da hemolinfa da fêmea, com as quais apresentam 
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semelhança antigênica. Na mesma espécie, injetando leucina 

tritiada nas fêmeas, JENNI (1971) verificou a incorporação 

de protelnas marcadas pelos oócitos, durante a vitelogênese. 

O oócito incorpora por pinocitose protelnas da hemolinfa, 

que são sintetizadas no intestino. 

OOCTOR e KAHEL (1976) isolaram de extratos de ovos do 

carrapato Dermacentor andersoni duas vitelinas (A e B), ca

racterizando-as como lipo-glico-heme-proteinas. As duas fra-

ções purificadas são imunologicamente idênticas e seu pre-

cursor foi detectado por imunoeletroforese na hemolinfa da 

fêmea. 

As protelnas solúveis do ~oophilus microplus, quando 

analisadas por coluna de Agarose 1,5, se distribuem em 3 

principais frações hemeproteicas (I, II, III), as quais se 

5 h ~ ~ d 1 f 1 d separam em emeprote1nas atraves e e etro orese em ge e 

poliacrilamida (HAIA e colaboradores, em preparação). A con

centração relativa das frações obtidas na coluna de Agarose 

1,5 varia durante o desenvolvimento. Nos primeiros dias que 

seguem a oviposição, nos ovos predomina a fração II, cuja 

concentração diminue no decorrer do desenvolvimento. O desa-

parecimento desta fração é acompanhada pelo surgimento das 

demais frações hemeproteicas (I e III) que predominam nos es 

tágios finais da embriogênese e fase larval. 

Similarmente, 4 frações hemeproteicas (I, II, III e IV) 

foram separadas dos ovos do carrapato Hyalomma dromedarii 
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através de coluna de DEAE-celulose (KAMEL e colaboradores, 

1982}. Suas concentrações relativas também variam ao longo 

do desenvolvimento. As frações I e II que predominam no iní-

cio da embriogênese, sofrem gradativo decréscimo em suas con 

centrações, enquanto as frações III e IV de baixas concentra 

ções iniciais, aumentam seus valores atingindo um máximo po~ 

cos dias antes da eclosão das larvas. 

Estes resultados em ambos carrapatos sugerem que ocorra 

interconversão entre os componentes hemeproteicos durante o 

desenvolvimento, sem contudo isto ter sido demonstrado. 

Dentro do objetivo de estudar as transformações que as 

heme-glico-vitelinas do Boophilus microplus sofrem durante o 

desenvolvimento, bem como seguir os passos biossintéticos de 

seus precursores, é importante obter-se estas proteínas mar-

cadas. A marcação destas vitelogeninas facilita também os e~ 

tudos relativos ao controle hormonal no processo da síntese 

extra-ovariana, transporte na hemolinfa e captação pelo oóci 

to em desenvolvimento. 

A introdução de glicÍdios radioativos na estrutura das 

vitelinas se coloca como uma opçao para marcá-las, urna vez 

que se tratam de glicoproteinas. Isto pode ser realizado 

através da inoculação direta de glicídios radioativos, ou 

através da inoculação de [ 14c] aminoácidos qlicogenéticos, 

em fêmeas no período de vitelogênese. A Última alternativa 

se justifica pela suposição de que o carrapato bovino possua 
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uma gliconeogênese ativa, já que é um parasita hematófago, 

cuja dieta é basicamente proteica. 

Este trabalho descreve a obtencão das heme-qlico-viteli 
-- -

nas do Boophilus microplus marcadas radioativamente, utili

zando-se como precursores (3H] Hanose, [14c] Leucina, [3H] 

Glicose, e uma mistura de [14c] aminoácidos. Além disso, as 

propriedades das vitelinas marcadas são analisadas durante 

os diferentes estágios do desenvolvimento embrionário e lar-

val. 



II M A T E R I A L E M 2 T O D O S 

A - MATERIAL 

1 - Carrapato bovino Boonhilus micronlus 

Foram utilizadas fêmeas do carrapato bovino Boophilus 

microplus, de cepa denominada "resistente", mantida em cultu 

ra sobre bovinos, na Faculdade de ·veterinária, UFRGS, pelo 

Professor João Carlos Gonzales. As fêmeas recém caídas do 

hospedeiro foram trazidas ao laboratório, e incubadas a 27-

280 C e 70-80% de umidade relativa do ar. Durante o período 

de oviposição, os ovos foram recolhidos diariamente, dividi

dos em porções de 60 mg e re-incubados nas mesmas condições, 

para se desenvolverem até larvas. 
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2 - Reagentes 

Fornecidos pelos seguintes laboratórios: 

a) Sigma Chemical Company: Riboflavina, Acrilamida,Temed, 

Imidazol, N,N'-Hetileno-bis-a-

crilamida, "Amido-black" 

b) J. T. BackerChemical Co.: Dowex 50H-X2 (H+) 200-400 mesh 

Dowex 1-XS (Cl-) 40-50 mesh 

c) Bio-Rad Laboratories: 

d) New England Nuclear: 

Bio-Gel A-1,5 200-400 mesh 

n-r2- 3
H(N) Manose: Atividade 

L 

especifica: 342 

mCi/mmol 

L-: 
14c (U) Leucina: Atividade 

especifica: 342 

mCi/mmol 

í ') J D-1_1---'H(N) Glicose: Atividade 

especifica: 15 

mCi/mmol 

~1. t d I"L 14 ( )"I . .. . 
1· lS ura e L - C U J Amlnoacl-

dos: 1 mmol desta mistura con-

tém: L-Alanina ( 80 p C i), L-Ar-

ginina (70p Ci), ãcido-L-AspáE_ 

tico (80 V C i), ácido L-Glutâmi 
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co (125v Ci), L-Isoleucina (50 

JJCi), L-Leucina (140JJ Ci), L

Fenilalanina (30p Ci), L-Tiro

sina (40JJ Ci), L-Treonina (50 

JJCi), L-Valina (80p Ci), L-Li

sina (60JJ Ci). 

Todos os demais reagentes e solventes empregados foram 

"pró-análise". 

B - H~TODOS 

1 - Preparação de homogenados de ovos e larvas 

Cada porção de 60 mg de ovos ou larvas, na idade indic~ 

da foi triturada em gral com 0,5 ml de Tampão TRIS-HCl O,lM 

pH=B,l. A seguir, foi adicionado mais 0,5 ml do Tampão ao m!!:. 

cerado, o qual foi homogeinizado no aparelho de Potter-Elveh 

jem. Este material foi filtrado em papel vfuatmann n9 1, e 

centrifugado a 27.000 xg numa centrífuga refrigerada SORVALL 

-superspeed RC2-B. O sedimento foi denominado de fração inso 

lÚvel, enquanto que o sobrenadante de fração solúvel. 
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2 - Injeção dos glicídios e aminoácidos radioativos 

Uma micro-seringa Hamilton foi utilizada para injetar 

num volume de 10 ll 1 os precursores radioativos, dorsalmen-

te, no intestino das fêmeas, de acordo com a tabela I. 

Tabela I - Injeção dos precursores radioativos em diferen

tes grupos de fêmeas. 

GRUPO DE F!MEAS 

Fêmeas recém caídas do 

hospedeiro 

Fêmeas no segundo dia 

de postura 

Fêmeas no segundo dia 

de postura 

Fêmeas no segundo dia 

de postura 

RADIOATIVO INJETADO 

Solução aquosa de 15 ll C i de [
3

H J 
Manose e 0,5 lJCi [ 14c] Leucina 

Solução aquosa de 15 ll C i de [ 3H] 

Hanose e O, 5 ll C i de [14c] Leucina 

Solução aquosa de 2 O ll C i de [\r] 
Glicose 

Solução aquosa de 5 ll C i da mistu

ra de [
14c] Aminoácidos 
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3 - Cromatografia de gel-filtração em coluna de Aqarose ~ 

A fração solúvel dos homogenados de ovos e larvas marca 

dos com (3H] Manose e [14c] Leucina foi cromatografada em 

coluna de Agarose 1,5 de 80 x 2,1 em, com fluxo de 4,8 ml/h~ 

ra. A quantidade média de proteína anlicada na coluna foi de 

60 mg. O tampão de eluição utilizado foi TRIS-HCl O,lM pH= 

8,1. Ao material radioativo extraído de larvas foi acrescen

tado proteína não marcada de larvas de mesma idade, como car 

regador. 

-A separaçao proteica foi acompanhada no efluente da co-

luna, através da leitura em 280 nm. A distribuição das heme

proteinas foi avaliada pela absorbância no comprimento de on 

da 410 nm. 

í ' 
As frações solúveis marcadas com I \r C:licose foram cro 

L 

matografadas numa coluna de Agarose 1,5 de 55 x 0,7 em, com 

fluxo de 1,9 ml/hora. A quantidade de protel:na aplicada foi 

2 mg. O tampão de eluição foi TRIS-HCl O, lH nH=8, 1. A distri 

buição proteica foi acompanhada no efluente pela absorbância 

em 230 nm. 
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4 - Eletroforese ~ gel ~ poliacrilamida 

4.1 - Eletroforese em condições nao dissociantes 

Os cilindros de gel de poliacrilamida a 5% foram prepa

rados segundo a técnica de LAEMMLI (1970). A quantidade de 

protelna aplicada foi de 500 l-1 g por cilindro. 

A corrente elétrica empregada no gel de entrada foi de 

1 mA/cilindro, enquanto que no gel de corrida foi 4 mA/cili!!_ 

dro. O tampão TRIS-0,025H- Glicina-0,192H pH=8,4, foi utili 

zado para os eletrodos. 

As bandas proteicas foram coradas com "Amido-black" 

0,5 g% em ácido acético glacial, durante 15 minutos, a 40°C. 

Os cilindros de gel foram descorados com ácido acético a 

7,5%. 

As bandas hemeproteicas foram identificadas por imersão 

dos cilindros de gel numa solução de benzidina cuja composi

çao é a seguinte: 

Benzidina 

Nitroprussiato de sódio 

Metanol 

~cido acético glacial 

1,0 g 

0,5 g 

75 ml 

25 gotas 
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4.2 - Eletroforese em condiçÕes dissociantes 

Os cilindros de gel de poliacrilamida a 10% com dodecil 

sulfato de sódio (SDS) foram preparados ne acordo com a téc

nica de HEDRICK e SMITH (1968), adantaêla nara as condições 

dissociantes. 

As amostras proteicas foram previamente incubadas a 

40°C, durante 24 horas na proporção de 1:1 com a sequinte so 

lução dissociante: 

Tampão Imidazol-HCl 0,061\1 pH=5,7 em glicerol SO% 

Uréia 8M 

SDS 1% 

B -mercapto-etanol 5% 

A quantidade de proteína aplicada foi ôe snn lJ g/gel. 

O tampão emnregado nos eletrodos foi TRIS-0, 025111 raici

na-0,192M pH=8,4 com 0,1% ôe dodecil sulfato ele sódio. 

As condiçÕes ela corrida eletroforética, e da revelação 

proteica foram as descritas acima. 
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- " 11 • 1"14 J . -5 - Obtençao do pellet prote1co marcado com l C Am1noaci 

dos 

Ovos postos pelas fêmeas no segundo rUa éle postura após 

a injeção da mistura de [14cJ Aminoácidos foram homogeneiza

dos e extraídos com butanol saturado de água (GARCIA. e cola-

boradores, 1974). O precipitado foi lavaélo três vezes com 

água e após, extraído três vezes com uma mistura de clorofór 

mio:metanol:água (1:1:0,3). O resíduo insolúvel assim obtido 

constitui-se no "pellet" proteico. 

6 - Pesquisa de glicídios neutros 

O resíduo insolúvel em solventes orgânicos e água foi 

hidrolisado com ácido Tri-fluor-acético 2N, a 12n°c, durante 

uma hora, numa atmosfera de nitrogênio, em ampolas fechadas 

(CARSON e colaboradores, 1981). 

O hidrolizado ácido, diluído até 0,1 - n,4 meq/ml foi 

aplicado em duas colunas sucessivas de Dowex snw-X2 200-400 

+ mesh (H ) e Dowex lX-8 40-50 mesh (H-COO-). A quan·tidade de 

resina empregada tinha capacidade de interagir com o quádru

plo de miliequivalentes de prÓtons da amostra (SPIRO, 1966). 
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A fração neutra do hidrolisado ácido foi totalmente ev~ 

parada num evaporador rotatório, e o resíduo foi ressuspenso 

em água destilada e submetido à crornatografia descendente em 

papel Whatmann n9 1. O solvente utilizado foi a mistura de 

butanol:piridina:ãgua na proporção 6:4:3 (JEANES e colabora

dores, 1951). O tempo de corrida foi de 40 horas. 

Os padrões foram revelados com nitrato de prata satura

do, diluído 1:200 com acetona ('l'REVELYAN e colaboradores, 

19 50) • 

Na tira de papel correspondente à amostra, foi acrescen 

tado manose como padrão interno. Sua revelação foi efetuada 

através de aquecimento do papel a 300°C com ferro elétrico 

(ALPERIN e colaboradores, 19 81). 

7 - Medida da radioatividade 

A radioatividade presente nas frações solúveis dos homo 

genados de ovos ou larvas, e nos efluentes das colunas de 

Agarose 1,5 e Dowex foi determinada em alÍquotas separadas 

de cada fração, utilizando-se 5 ml de uma mistura de triton

-tolueno, e PPO-POPOP (PP0-8,25 g; POPOP-0,25 g; Triton-500 

ml; tolueno-1000 ml). A fração insolúvel dos hornogenados de 
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ovos ou larvas foi previamente ressuspensa em 1nn ll 1 de tam

pão TRIS-HCl O,lM pH=R,l. 

A medida da radioatividade nos cilindros de poliacrila

mida foi realizada cortando-os em fatias de 5 mm. Os segme~ 

tos de gel foram incubados a 60°C, 12 horas, com 0,5 ml Peró 

xido de Hidrogênio a 30%. A seguir foi adicionado 5 - 10 ml 

da mistura triton-tolueno e PPO-POPOP (HOLLINGER e colabora

dores, 1972). 

A radioatividade existente na cromatografia em papel 

foi avaliada cortando as tiras em seqmentos de 1 em, aos 

quais foi acrescentado 3 ml do lÍquido de cintilação (PP0-

4 g; POPOP-50 mg; tolueno 1000 ml). 

Para esta medida utilizou-se o cintilador lÍquido Beck-

man LS-100. 

8 - Determinação de prote!nas 

A concentração proteica foi determinada de acordo com a 

técnica de LOWRY e colaboradores (1951) usando como padrão 

uma mistura de proteínas extraídas do ovo do carrapato bovi

no, cuja concentração foi determinada nelo método de Kjel

dahl. 



III R E S U L T A D O S 

1 - CAPTAçKO DE D- [ 3 H] MANO SE, L- [ 
14c] LEUC INA, E D- [ 

3
H] 

GLICOSE 

A injeção de Hanose e Leucina radioativos em fêmeas re

cém caldas do hospedeiro resultou na incorporacão de radioa

tividade nos ovos. A figura 1 mostra a distribuição da ra

dioatividade incorporada nos ovos durante o período de post~ 

ra do ácaro. A maior parte da radioatividade aparece nos 

ovos dos três primeiros dias da oviposição, correspondentes 

aos 3 - 5 dias após a injeção das substâncias radioativas. 
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DIAS APÓS A QUEDA DA FÊMEA 
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Fig. 1- Incorporação de D-(
3

H] Manose e L-[
14c] Leucina na 

fração solúvel dos ovos postos por fêmeas injetadas 

no dia de queda. 

P - dia de início de postura I - dia da injeção 

Também é indicada a massa total de ovos postos 

em cada dia. 

A injeção de Manose e Leucina no segundo dia de postura 

determina uma maior incorporação dos precursores radioati-

vos no dia de maior produção de ovos (Fig. 2). 
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Fração insolúvel ----- • ----- ~ilif , f·1anose 

----- ----- l ·c. Leucina 
m 1\1assa de ovos 

P - dia do início da nostura I - dia da injeção 
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A injeção de [3n] Glicose no segundo clia de postura de

termina um máximo de incorporação de radioatividade nos ovos 

postos no dia seguinte a injeção (Fig. 3). 
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DIAS APÓS JNJEÇÃO 

Fig. 3 - Incorporação de [3HJ Glicose nos ovos postos por fê 

meas injetadas no segundo dia de postura. 

fração solúvel 

-----·----- fração insolúvel 
m massa de ovos postos em cada dia 

P - dia do início da postura 

I - dia da injeção 
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A tabela II mostra as porcentagens dos precursores in

jetados no segundo dia de postura que sao incorporados às 

frações solúvel e insolúvel de toda a produção de ovos de 

uma fêmea. 

Tabela II -Distribuição (%) dos precursores radioativos in

jetados e incorporados às frações solúvel e insolúvel dos 

ovos postos por uma fêmea (Fig. 2, 3). 

PRECURSOR INJETADO POR 

Fa.1EA 

[
3 .., 

H jManose 15JJCi (100) 

[14c] Leucina 0,5 JJCi (100) 

[ 3H ] Glicose 20 JJ C i (100) 

FRAÇÃO SOL'O 

VEL 

12,0 

30,0 

14,0 

FRAÇÃO INSOLO 

VEL 

0,2 

0,8 

0,7 

2 - RADIOATIVIDADE PRESENTE NOS OVOS E LARVAS DURANTE O DE-

SENVOLV IMENTO 

As figuras 4a e 4b mostram que a radioatividade incorp~ 

rada nos ovos durante a oogênese decresce durante o desenvol 

vimento do carrapato bovino. 
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Fig. 4 - Radioatividade nos hoMoqenados r1e ovos e larvas em 
diferentes idaões. . r 1 

rl i '·.14cj' 4a - hoMO<"Jenac'!.os Marcados com ·· n J '1anose e . 
Leucina _ .. [3 ] 

__._ frar.ao soluvel Marcada com b W r1anose 
--·-- fracão solúvel marcada com t- c} ~eucina 
------- fr~l~es insolúveis Marcadas coM t''H] 4anose 

e l c) Leucina 
4b - ho:rrtoqenados marcados com PnJ rair.ose . .. - ~ 

--- --- fra~ao soluvel 
---.--- fracão insolúvel 
P - dia da nostura F - ('lia rta eclosão das larvas 
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3 - VARIAÇ.KO DA QUANTIDADE RELATIVA DE PROTE!HAS SOLt1VEIS 

PRESENTES NOS OVOS E LARVAS DURANTE O DESEINOLVL'1ENTO 

A figura 5 mostra que a quantidade relativa das protei-

nas solúveis presentes na eniliriogênese decresce perceptivel 

mente no final deste período, prosseguindo este declínio na 

eclosão e nos primeiros dias da fase larval. 
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Fig. 5 - Quantidade relativa de proteínas solúveis presentes 
nos ovos e larvas durante o desenvolvimento. 
P - dia de postura 
E - dia da eclosão das larvas 
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4 - DISTRIBUIC'.i\0 DA RADIOATIVJT)ADE NA COLUNA DE AGAROSE 1, 5 

4.1 - Fracão solúvel do homo0enado de ovos no dia de postura 

A cromato9rafia em Aqarose 1,5 da frarão solúvel dos 

ovos homogeinizados no dia de nostura, marcados com [ 3H] Ma

nose e [ 14c] Leucina é mostrada na fiqura fi. 
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Fig. 6 - Cromatografia em c91una c'le Aqars:~e 1,5 das proteí
nas marcadas com [·H) ~ianose e [ c] Leucina extrai 
das de ovos. ~ -
Proteína aplicada: 60 mq [ 3 ] 
Radioatividade anlicada: riW -lnanos~ 4 849 900 cpm 

~ C Leuc1na 258 775 cpm 
Tampão TRIS-HC 1 O, 1~"1 PH=8, 1 
Tamanho da coluna: 80 x 2,1 em 
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As frações I, II e III sao hemerrote1nas, como se veri-

fica com a absorção em 410 nm. 

As frações I, II, III, IV e V apresentam radioatividade 

de ambos os precursores injetados. 

Na fração solúvel de ovos homogeneizados no dia de pos

tura e marcados com [ 3H] Glicose, a maior parte da radioati-

vidade está distribu1da entre 3 frações separadas na coluna 

de Agarose 1,5 (Fig. 7), as quais correspond~ aos picos II, 

IV e V mostrados na figura 6. 
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nas solGveis marcadas com [
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Na tabela III, é mostrada a distribuição percentual da 

radioatividade aplicada, entre os picos separados pela Agar~ 

se 1,5, da fração solúvel dos homogenados de ovos no dia de 

postura. 

Tabela III -Distribuição {%) da radioatividade aplicada, e~ 

tre os picos principais separados pela Agarose 1,5, da fra

ção solúvel de ovos no dia de postura (Fig. 6 e 7) (*) 

PICOS I II III IV v 

PRECURSOR 

[ 3H ] Manos e o, 3 2, 7 3,1 3,4 92,2 

[14 ] . C Leuc1na 1,8 20,8 24,5 5,5 44,4 

[ 3H ] Glicose 8,2 8,1 52,0 

-----·----~---~~--~-----··- """-""'" ~---·~··· ----····---------~-----~-··-·----~·--· 

* ~rea total do gráfico = 100% 

~rea do pico 
x 100 = % de cada pico 

~rea total do gráfico 

Os picos V em ambos os cromatogramas (Fig. 6 e 7) apre-

sentam a maior porcentagem de radioatividade. O volume de 

eluição deste pico corresponde ao volume de eluição de subs

tâncias de baixo peso molecular, como ases e aminoácidos li-

vres (resultados não ilustrados). 
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4.2 - Fracão solúvel do homoqenado de larvas 

A cromatografia da fracão solúvel do homoqenado de lar

vas de 30 dias, marcanas com [ 3n] t1anose e [1 1tc] Leucina em 

coluna de Agarose 1, 5 é mostrada na figura R. 
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As cinco fracões observadas nas larvas (I, II, III, IV 

e V) anresentam radioatividade de ambos os precursores inje-

tados. A distribuicão percentual da radioRtividade encontra

da nas fracões separadas nela AGarose l,S é mostrada na tabe 

la IV. 

A figura 9 corresponde ao cromatoqrama das protelnas so .. -
lÚveis extraldas de larvas contendo radioatividade provenien 

te de [
3

HJ Glicose. 
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Neste caso, a radioatividade também se distribue em ci~ 

co picos. A respectiva distribuição percentual é apresentada 

na tabela rv. 

Tabela ~ - Distribuição (%) da radioatividade aplicada, en

tre os picos separados pela Agarose 1,5, da fração solúvel 

de larvas (Fig. 8 e 9) (*) 

PICOS 

PROCURSOR 

I II III IV v 

-------~----------~-----------·-·-------~---

[
3

H )Manose 

[14c] Leucina 

[3H ]Glicose 

0,6 

6,6 

6,5 

1,1 

12,9 

3,1 

(*) ~rea total do gráfico = 100% 

1\.rea do pico 

2,7 1,1 

23,4 2,6 

14,6 10,5 

x 100 = % de cada pico 

~rea total do gráfico 

93,5 

52,5 

54,5 

Também nos cromatogramas das figuras 8 e 9, correspon

dentes a fração solúvel de larvas, o pico V contém a maior 

porcentagem da radioatividade aplicada na coluna de Agarose 

1,5. 

O mesmo perfil proteico das frações solúveis de ovos e 

larvas na coluna de Agarose 1,5 é obtido utilizando o sobre-
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nadante de uma centrifugação a 100 000 x g das frações solú

veis de ovos e larvas (Resultados não ilustrados). 

A comparação da distribuição percentual da radioativida 

de entre os picos hemeproteicos I, II e III separados pela 

coluna de Agarose 1,5, das frações solúveis de ovos e larvas 

é mostrada na tabela V. 

Tabela V - Comparação da distribuição (%) da radioatividade 

entre os picos hemeproteicos I, II e III separados pela col~ 

na de Agarose 1,5, das frações solúveis de ovos e larvas (*) 

~-------··---

M 
A 
N 
o 
s 
E 

L 
E 
u 
c 
I 
N 
A 

Ovo 

Larva 

Ovo 

Larva 

I 

4,8 

14,4 

3,8 

15,6 

-----··--------·····-···---·-···--·--------
G 
L 
I 
c 
o 
s 
E 

(*) 

Ovo 

Larva 27,7 

.1\rea do pico 

II III 

44,3 50,9 

24,3 61,2 

43,8 52,8 

30,0 54,4 

100,0 

12,9 59,4 

x 100 = % de ca-
Somatõrio das áreas dos picos I, II e III da pico 
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5 - ELETROFORESE E'·1 GEI. DE POLIAC"RILAHIDA DAS PROTEÍNAS SOLa 

VEIS DE OVOS E LARVAS DURANTE O DESENVOLVIHENTO 

5.1 - Eletroforese ~condiçÕes nao c'lissociantes dos compo

nentes das fraçÕes obtidas na coluna de Aqarose 1,5 

Os resultados da análise da eletroforese em qel de po-

liacrilamida das frações hemeproteicas separadas pela coluna 

de Agarose 1,5 são mostrados na figura lOa. 

A fração I, obtida por coluna de Aqarose 1,5, contém um 

-componente hemeproteico de alto neso molecular que nao pene-

tra no qel a 5%. 

Em cada uma das outras fracões separadas pela coluna de 

Agarose 1,5 (II e III) foram detectac'los dois componentes he

meproteicos de distintas mobilidades eletroforéticas, os 

quais foram denominados II1 , II2 , III1 e III2 , respectivame~ 

te. 

5.2 - Eletroforese em condiçÕes nao dissociantes da fração 

solúvel dos homoqenados de ovos e-larvas em diferentes - ~ - - - ------.;;.;;..;... 
idades, marcadas com qlicídios e leucina radioativos 

A eletroforese em qel de poliacrilamifla da fracão solú-
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vel dos homogenados de ovos e larvas em diferentes idades, 

marcados com [3H] Hanose e [14c] Leucina é mostrada na figu-

ra lOb. 

O eletroferograma da fração solúvel de ovos homogeiniz~ 

dos no dia de postura (oviposição) revela a existência de 

dois componentes hemeproteicos principais de Rm 0,25 e 0,39. 

Estes componentes correspondem respectivamente às bandas II1 

e II 2 obtidas por eletroforese em gel de poliacrilamida do 

pico II isolado da coluna de Agarose 1,5 a partir da fração 

solúvel do homogenado de ovos (Comparar com figura lOa). 
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C'NlP ... 8) 
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I I ovos 17 •• T 

ECLOSÃO 

LAIWA 5 DIAS 

LMVA ro 11M 

LARVA • .... 
LARVA 10 DIAS 

4 

DtSTMelA DA oat8IM (eM) 

Fig. 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 5% em con
dições não dissociantes. 

lOa - frações hemeproteicas isoladas da coluna de 
Agarose 1,5 

lOb - f,ação solúvel [1~e homogenados marcados com 
[ H} Manose e c] Leucina de ovos e larvas 

em diferentes idades 
H - hemeproteinas - Os números sob as bandas in

dicam o Rm (mobilidade relativa) 
T - corante traçador 
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Na fração solúvel do homogenado de larvas de 30 dias 

são detectadas por eletroforese 4 componentes hemeproteicos. 

Um destes corresponde ao componente II
1 

encontrado nos ovos, 

cuja concentração na larva está diminuída. Os demais corres-

pondero respectivamente ao componente presente no pico I da 

Agarose 1,5 e aos componentes III1 e III2 encontrados no pi

co III da Agarose 1,5. 

Quando se analisa por eletroforese as frações solúveis 

dos homogenados de ovos e larvas em estados intermediários 

ao longo do desenvolvimento, verifica-se que o componente 

rr 2 apresenta uma crescente mobilidade eletroforética, evo

luindo do Rm = 0,39 a 0,45. 

A distribuição da radioatividade proveniente de ( 3H] M~ 
[14c] Leucina nos géis correspondentes a figura lOb, nose e 

contendo as frações solúveis dos homogenados de ovos recém-

-postos (Oviposição), larvas em eclosão, e larvas de 30 dias 

é mostrada na figura 11. A radioatividade acompanha as ban-

das hemeproteicas rr2 no ovo, I e III
1 

na larva. A tabela VI 

apresenta a distribuição percentual da radioatividade aplic~ 

da no gel, entre as diferentes bandas proteicas reveladas. 

A eletroforese das frações solúveis marcadas, utilizan

do [ 3H] Glicose como precursor, é mostrada na figura 12, ju~ 
tamente com a distribuição da radioatividade ao longo do 

gel. Na fração solúvel dos ovos homogenados no dia de postu-

ra sao encontradas 3 bandas hemeproteicas que correspondem 
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aos componentes II
1

, II
2 

e III
1 

mencionados anteriormente. 

Encontrou-se radioatividade na posição correspondente ao co~ 

ponente I embora não se tenha visualizado uma banda proteica 

por "Amido-black". Na fração solúvel do homogenado de larvas 

de 15 dias são detectadas 5 bandas hemeproteicas que corres

pondero aos componentes I, II1 , II 2 , III
1 

e III 2 mencionados 

anteriormente. Com o desenvolvimento do ovo em larva, a con

centração relativa do componente II
2 

diminue e a do III1 au

menta, o que é acompanhado pela marca radioativa. A distri

buição porcentual da radioatividade aplicada no gel é apre

sentada na tabela VI. 
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Fig. 12 - Distribuição da radioatividade em eletroforese em 

gel de poliacrilamida de proteínas solúveis marca-

das, Ut]..l1'zando-se f3ri ~J · _ '• .. lcose como precursor. 
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Tabela VI -Distribuição (%) da ranioatividade aplicada no 

gel entre as bandas proteicas obtidas por eletroforese em 

qel de poliacrilamida <las frações solúveis de ovos e larvas 

em diferentes idaél.es (F' ig. 11 e 1 ;n (*) 

H 

A 

N 

o 
s 
E 

L 

E 

u 
c 
I 

N 

A 

Ovo 

Larva (30 dias) 

Ovo 

Larva (30 dias) 

Rm 0,0 

BANDA I 

3,Fl 

2,2 

----··------ --~--------~·- ....... . 

L 

I 

c 
o 
s 
E 

Ovo 

Larva (15 dias) 

7,2 

2,7 

(*) Radioatividade aplicada no qe1 = 

0,2S O,JCJ 

l,S 

n,s 13,C'J 

1,11 

2,7 3,8 

n,45 0,71 

26,2 o,S 

9,9 0,3 

1,0 

4,9 2,2 

... ·-····---·---

Radioati vidac'le da banila x 100 = % ne cada banda 
Radioatividade aplicada no qel 
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As hemeproteinas II
1 

e III2 apresentam baixa incorpora

çao de [
3

H] .Hanose e [
14c] Leucina. 

A comparaçao da distribuição percentual da radioativid~ 

de entre as bandas hemeproteicas I, II 2 e III1 é apresent~ 

da na tabela VII. 

Tabela~- Comparação da distribuição (%) da radioativida

de entre as bandas hemeproteicas I, II
2 

e III
1 

separadas por 

eletroforese das frações solúveis de ovos e larvas (*). 

M 
A 
N 
o 
s 
E 

L 
E 
u 
c 
I 
N 
A 

G 
L 
I 
c 
o 
s 
E 

(* ) 

Rm o, o 0,39 0,45 

BANDA I 

Ovo 100 

Larva (30 dias) 12,7 87,3 

Ovo 100 

Larva (30 dias) 18,2 81,8 

Ovo 13,1 60,2 10,8 

Larva (15 dias) 23,3 33,3 42,9 

Radioatividade da banda 

Somatorio das radioatividades das bandas I, II
2 

e III1~ 100 
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5.3 - Eletroforese ~condiçÕes dissociantes dos componentes 

~ picos hemeproteicos radioativos separados pela ~ 

luna de Agarose !L2 

Os resultados da eletroforese em gel de poliacrilamida 

em condições dissociantes dos picos hemeproteicos separados 

pela coluna de Agarose 1,5 são apresentados na figura 13. O 

pico II foi isolado da fração solúvel de ovos homogeinizados 

no dia de postura. Os picos I e III foram isolados da fração 

solúvel de larvas de 30 dias. 

o tratamento com agentes dissociantes determinou o apa-

recimento de pelo menos 16 bandas proteicas no pico II, 15 

no pico III e 11 no pico I; sendo que 7 delas sa.o comuns aos 

3 picos analisados. 

A radioatividade de [
3

H] Manose está distribulda entre 

as subunidades constituintes das proteínas existentes em ca-

da pico estudado. As subunidades que apresentam maior radioa 

tividade mostram crescente mobilidade eletroforética ao lon-

go do desenvolvimento embrionário e larval. (Rm está assina-

1 d f . 13) A d' t' 'd d · t de [14c] a o na 1gura • ra 1oa lV1 a e proven1en e 

Leucina foi demasiadamente baixa para se poder estudar a sua 

distribuição. 
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Fig. 13 - Distribuic~o da radioatividade em eletroforese em 
gel de páliacrilamirla em condicões dissociantes 
dos componentes dos oicos hemeproteicos isolados 
da coluna de Aqarose 1,5. 

Os números sob as bandas correspondem ao Rm 
(mobilidade relativa). 

A) pico II B) nico III C) nico I 
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6 - INCORPORAÇÃO DE GLIC!DIOS RADIOATIVOS UTILIZANDO 

L-[ 14c (U)] AHINOJ\CIDOS C01'10 P'R.ECURSORES 

O "pellet" proteico obtido de ovos 

Aminoácidos foi submetido a hidrÓlise ácida total. Os glicí-

dios neutros foram separados em colunas sucessivas de troca 

iÔnica para a retenção de compostos dotados de carga elêtri-

ca. O eluato das duas colunas apresenta 6% da radioatividade 

do hidrolisado ácido total, indicando a presença de glicí

dios neutros nesta fração. 

A cromatografia em papel destas oses revela um compone~ 

te que migra na posição correspondente à manose (Fig. 14). 
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\ ·-·-·-· _../ 
......_·-·-·-·-·---·-·-·-·-·-·-·-·/· 

GÃLACTOSE MANOSE 
~ ~ 

~ FUCOSE 
c~ 

16 40 46 
DISTÂNCIA DA . ORIGEM (em ) 

Fig. 14 - Cromatografia descendente em papel da fração neu

tra obtida do hidrolisado ácido total do "pellet" 

d t ' 1 . d [14 ] A ' ... ' d marca o, u 1 1zan o-se c m1noac1 os como pre-

cursores. 

Solvente: butanol:piridina:ãgua (6:~:3) 



N DISCUSSÃO 

Após a injeção de [
3

H] Manose, [
14c] Leucina e (

3
H] 

Glicose numa fêmea no período de vitelogênese, cerca de 12%, 

30% e 14% da radioatividade dos respectivos precursores inj~ 

tados, aparece nos ovos postos pela fêmea (Tab. II). A ma-

ior incorporação de radioatividade ocorre nos componentes da 

fração solúvel (Fig. 1, 2, 3, 4), entre os quais se encon-

tram as vitelinas, cujas concentrações em ovos de ácaros a-

tingem 50 - 80% das protelnas presentes (D IEHL, 19 70). A ra

dioatividade da fração insolúvel é insignificante. 

A inoculação de [ 14c] Leucina e [
3

H] Manose no segundo 

dia de postura proporciona uma maior incorporacão de radica-

tividade na fração solúvel do homogenado correspondente ao 

dia de maior produção de ovos (Fig. 2). 

O máximo de incorporação de radioatividade proveniente 

de [
3H] Glicose, aparece nos ovos postos no dia seguinte à 

inoculação (Fig. 3). Este resultado pode ser justificado pe-
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la rápida metabolização desta ose na fêmea (TATCHELL e SCHUN 

TNER ,19 72). 

A prolongada postura de ovos contendo baixa radioativi

dade, até 8 dias apÓs o pulso dos precursores, pode ser de

corrente da diluição das substâncias radioativas injetadas 

no aparelho digestivo da fêmea (Pig. 1, 2, 3). 

A quantidade relativa das proteínas solúveis presentes 

nos ovos não varia de modo perceptível durante os primeiros 

dias que seguem a oviposição, havendo um decréscimo no final 

da embriogênese, o qual se estende até o inicio da fase lar

vai (Fig. 5). BRn1NER (1959) obteve resultados semelhantes, 

medindo a extinção em 530 nm, pelo que avaliou a concentra

ção de hemeprote1nas nos ovos e larvas do ~ophilus micro

plus. BOCTOR e KAMEL (1977) nao encontraram alterações na 

concentração de proteínas solúveis dos ovos do carrapato 

Dermacentor andersoni durante a embriogênese. Estes resulta

dos são contrastantes aos descritos aqui, obtidos no Boophi

lus microplus. KM1EL e colaboradores (1982) sugeriram um ba

lanço entre a degradação das proteínas de reserva e a sínte

se de novas proteínas, urna vez que encontraram uma invariabi 

lidade no conteúdo proteico total dos ovos, com alterações 

acentuadas nas hemeproteínas durante o desenvolvimento em

brionário do carrapato Hyalomrna drornedarii. 

O decréscimo da concentração de proteínas solúveis aco~ 

panhado pelo declínio de radioatividade ligada às proteínas 



52 

pode ser interpretado, como sendo devido ao consumo das vite 

linas, que constituem a fonte de aminoácidos nara o metabo-

lismo do embrião em desenvolvimento. 

A fração solúvel de ovos homoqeneizados no dia da post~ 

ra, contendo radioatividade originária de[3H] Manose e (14c] 
Leucina é separada em 5 nicos radioativos principais (I, II, 

III, ~7 e V), quando analisada por uma coluna de Agarose 1,5 

(Fig. 6). A maior parte da radioatividade aplicada aparece 

no pico V (Tab. III). Neste volume são eluídas substâncias 

de baixo peso molecular como peptídios, oses e aminoácidos 

livres. A ocorrência de qrande quantidade c:'l.e manose livre em 

ovos de carrapatos foi reportada por LEVENBOOI< e colaborado

res (1980). O resultado acima confirma esta informação, que 

reforça a idéia de que a manose seja captada pelo oócito em 

desenvolvimento, para desempenhar um papel importante no me-

tabolismo do embrião. Os picos I, II e III são constituldos 

de hemeproteínas, como se verifica através da absorção em 

410 nm. Estes 3 picos contem a maior parte das proteínas pr~ 

sentes na fração solúvel de ovos, assim como contem a maior 

!"arte de radioatividade ligada às proteínas. As hemeprotei-

nas solúveis presentes em ovos de carrapatos constituem a r~ 

serva proteica para o desenvolvimento embrionário, e são de-

nominadas de heme-vitelinas (BRD1NER, EJ5C); TATCHELL, 1971; 

DIEHL, 1970; JENNI, 1971; BOCTOR e KAMEL, lq76). O pico IV 

de relativa baixa absorcão em 410 nm, é constituído, entre 

outras proteínas, por catalase e peroxidase (BARRADAS e cola 

boradores, 1980). 
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Ao se analisar a fraç~o solGvel de larvas contendo ra

dioatividade origin&ria de [ 3H] Manose e [ 14c] Leucina na c~ 
luna de Agarose 1,5 obtém-se os mesmos 5 picos radioativos 

separados da fração solúvel de ovos (Comparar fig. 6 e 8). 

Também aqui no pico V aparece a maior parte da radioativida

de aplicada na coluna (Tab. IV). Como ocorre na fração solú

vel dos ovos, os picos hemeproteicos I, II e III contém a 

maior parte da radioatividade ligada às proteínas. Quando se 

comparam os cromatogramas relativos a ovos no dia de postura 

e larvas de 30 dias, observa-se que a área correspondente ao 

pico II diminui, enquanto que as áreas correspondentes aos 

picos I e III aumentam. A tabela V mostra que o decréscimo 

de radioatividade no pico II é acompanhado por um correspon

dente acréscimo nos picos I e III. Estes valores indicam que 

os picos I e III podem ser derivados da transformação dos 

componentes presentes no pico II. 

As mesmas conclusões podem ser deduzidas da observação 

dos resultados obtidos por cromatografia em Agarose 1,5 das 

frações solúveis contendo radioatividade proveniente de [3H] 

Glicose Wig. 7, 9 e Tab. V). 

Com a tabela VI se deduz que a maior parte da radioati-

vidade aplicada no gel de poliacrilamida, independente do 

precursor utilizado, não está ligada às bandas proteicas se-

paradas por eletroforese, e sim é arrastada pela solução de 

descaramento do gel, associada portanto, a componentes de 

baixa massa molecular. Estes resultados se assemelham aos ob 
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tidos com a coluna de Agarose 1,5, onde a maior parte da ra-

dioatividade aplicada na coluna é eluida no volume correspo!!. 

dente ao volume de eluição de substâncias de baixo peso mole 

cular. 

A eletroforese em gel de poliacrilamida das frações so-

lúveis de ovos e larvas em diferentes idades, contendo ra

dioatividade proveniente de (3H] Manose e [14c] Leucina, 

apresenta uma banda proteica principal cuja Rm (mobilidade 

relativa) varia durante o desenvolvimento (Fiq. lOb). Na fr~ 

ção solúvel de ovos homogeinizados no dia da postura, esta 

banda corresponde ao componente denominado II 2 e na larva de 

30 dias ao componente III • A variação aradual da mobilidade 1 " -' 

eletroforética dessa banda hemeproteica indica a transforma-

ção, durante a embriogênese, do componente II2 , presente no 

ovo recém posto, em III1 • Esta transformação é acompanhada 

pelo aparecimento do componente I, presente na larva. 

A tabela VII e figura 11 mostram o decréscimo da radio~ 

tividade no componente II2 , e o correspondente aumento dos 

componentes I e III1 • Nos estados intermediários os compone~ 

tes II2 e III1 , podem estar na mesma banda larga, pois suas 

propriedades eletrocinéticas são muito semelhantes. 

Resultados similares são obtidos pela eletroforese em 

gel de po'liacrilamida das frações solúveis de ovos e larvas 

contendo radioatividade proveniente de [ 3H] de Glicose (Fig. 

12 e Tab. VII). Na fracão solúvel de ovos homogeinizados no 
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dia de postura sao detectadas duas bandas hemeproteicas pri~ 

cipais, que correspondem aos componentes rr 2 e III
1

• ~ possi 

vel verificar-se que a variaç~o da radioatividade presente 

no componente II 2 , acompanha o decréscimo de sua concentra

ç~o e o aumento da concentração e radioatividade do compone~ 

te III1 , durante a embriogênese e fase larval. 

A eletroforese em condiçÕes dissociantes dos componen

tes das frações I, II e III separadas pela coluna de Agarose 

1,5, mostra que a radioatividade originária de [ 3H] Manose e 

[14c] Leucina se distribui entre as subunidades dos compone~ 
tes radioativos das frações I, II e III (Fig. 13). A presen-

ça de 7 subunidades comuns reforça a idéia de que existe um 

estreito relacionamento entre os componentes radioativos des 

tas frações, ou seja, I, II 2 e III1 , respectivamente. 

A diminuição da massa molecular das subunidades que po~ 

suem a maior radioatividade nos componentes radioativos de 

fração II, III e I pode ser justificada pela ação de enzimas 

proteolíticas sobre as hemevitelinas durante o desenvolvimen 

to embrionário e larval. 

A concentraç~o relativa de 4 frações hemeproteicas (I, 

II, III, IV) separadas de ovos da Hyalomma dromedarii atra

vés de coluna de DEAE-celulose, também vari.a durante a em

briogênese. KAMEL e colaboradores (1982) sugeriram a conver-

são da fração II em III no 129 dia .. 
apos a postura e a con-

versão da III em IV no 249 dia. Contudo estes autores nao de 
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monstraram experimentalmente as suas interpretações. 

A variação na concentração das bandas hemeproteicas 

II
2

, III
1 

e I nos experimentos de eletroforese explicam as 

alterações verificadas nos cromatogramas de Aqarose 1,5. O 

componente II
2 

é o responsável pela radioatividade presente 

na fração II, a qual predomina no inÍcio da embriogênese. Na 

larva existem as frações III e I cujos componentes radioati-

vos são respectivamente III1 e I, os quais derivam do compo

nente II2 (Tab. VII). Os componentes II 2 e III1 são compará

veis ãs lipo-glico-heme-vitelinas A e B isoladas dos ovos da 

Dermacentor andersoni, cujas propriedades eletroforéticas 

são semelhantes entre si (BOCTOR e ~1EL, 1976). 

A tabela VIII mostra que a proporçao entre as radioati

vidades originárias da [ 14c] Leucina e ( 3H] Hanose (relação 

L/H) na hemeproteína II 2 é maior que a da hemeproteína III1 

e menor que na hemeproteína I. A variação desta relação pode 

estar intimamente relacionada com a transformação dos compo-

nentes II 2 nos componentes III
1 

e I. Estes resultados devem 

ser encarados com ressalva, dada a incerteza de sua signifi

cância. 
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Tabela VIII - Relaç~o Leucina/Manose das bandas hemeprotei

cas I, II2, III1 obtidas por eletroforese das frações solú

veis de ovos e larvas 

---------------··--------··-······-···------~----·---- ·-----

Rm BANDA LEUCINA HANOSE L/H 

(cpm) (cpm) 

o 

v 0,39 1200 12400 0,096 

o 
··-····--·----------·-······----·----

L 

A O, O I 180 1450 o, 124 

R 

v 0,45 810 9950 0,081 

A 

Os componentes II1 e III
2

, também visualizados por el~ 

troforese em gel de poliacrilamida, apresentam baixa incorp2 

ração de material radioativo~ Isto pode siqnificar que estes 

componentes não sejam sintetizados no período da vitelogêne-

se, que segue à inoculação dos precursores radioativos. O 

componente II1 pode ser encarado como sendo a vitelina endó

gena do oócito, não derivada de precursores extra-ovarianos 

(DIEHL, 1970). O componente III
2 

pode ser considerado como 

uma proteína sintetizada no período larval. 

d - [ 14 J "' A etecçao da C Manose nas protelnas dos ovos pos-
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tos por fêmeas injetadas com uma mistura àe [14cJ Aminoáci

dos (Fig. 14) demonstra uma importante ativiõade gliconeoge-

nética na fêmea ovipositora e confirma a Manose como o prin

ciPal componente glicídico das hemevitelinas. Manose livre é 

o glicídio predominante também nos ovos recém eliminados pe

las fêmeas do carrapato Dermacentor andersoni (LEVENBOOK e 

colaboradores, 1980). 



V R E S U M O E C O N C L U S n E S 

Durante a vitelogênese, a biossíntese oroteica na fêmea 

de carrapato bovino Boophilus microplus está concentrada na 

síntese de precursores das vitelinas no ovo. A injeção de 

glicídios e aminoácidos radioativos no intestino da fêmea, 

neste período, permite a obtenção nas vitelinas marcadas. 

A vitelina principal do ovo, denominada II 2 , é uma hem~ 

-glico-proteína constituída de diferentes subunidades, e que 

possue manose como componente glicídico principal* As pro

priedades eletrocinéticas desta heme-glico-vitelina variam 

durante o desenvolvimento, dando origem a um componente de 

mobilidade eletroforética maior, denominada III
1

, e um comp~ 

nente de pequena mobilidade eletroforética, õenominado I, c~ 

ja massa molecular é maior que a massa molecular õo compone!!. 

te II 2 • Estas alteraçÕes estão relacionadas com modificações 

na composição das suas subunidades constituintes. 
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